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	学習や記憶、情動などの脳高次機能は神経細胞間の接着部位であるシナプスにおける情報伝達が適切に行われることで成り立っている。シナプスは前シナプス、シナプス間隙、後シナプスの３つの領域に分けることができる。特に、前シナプスの形質膜直下には比較的電子密度の高いアクティブゾーンと呼ばれる構造体が存在する。アクティブゾーンは私たちは、新規アクティブゾーンタンパク質CASTおよびそのファミリーメンバーELKSの機能解析を進めており、以下の関連したテーマを推進している。

１）CAST遺伝子改変マウスの作製と形態学・電気生理学的解析

２）ELKSコンディショナル遺伝子改変マウス作製と形態学・電気生理学的解析

３）CASTと電位依存性カルシウムチャネルの相互作用とその生理機能

４）SADキナーゼによるCASTのリン酸化とシナプス機能における役割

本発表では、３）の電位依存性カルシウムチャネルとCASTの相互作用について生化学的・電気生理学的データを紹介したい。電位依存性カルシウムチャネルは神経終末アクティブゾーンに存在する重要な機能分子の一つである。膜貫通領域を有するalphaサブユニットはチャネル活性をもち、活動電位の刺激によるカルシウムイオンの流入を直接制御している。一方、その細胞内領域に結合するいま一つのサブユニットとしてbetaサブユニットが知られている。betaサブユニットは、電位依存性カルシウムチャネル複合体を形質膜に輸送するために必須と考えられている。私たちは、今回、アクティブゾーンタンパク質CASTがこのbetaサブユニットと直接結合することを生化学的・電気生理学的に明らかにした。まず、pull-down assayを用いた解析から、betaサブユニットはCASTのC末領域に直接結合することが明らかとなった。そして、nativeな状態での結合を明らかにするために、シナプトゾーム画分を調整し、抗betaサブユニット抗体で免疫沈降したところ、CASTがbetaサブユニットと共免疫沈降された。次にこの相互作用の生理的な役割を明らかにするために、BHK培養細胞にカルシウムチャネルのalphaサブユニット、betaサブユニットおよびCASTを同時に発現させ、電気生理学的解析を行った。CASTの効果は、BHK細胞のBa2+電流をホールセルモードのパッチクランプ法で評価した。CASTの効果はBa2+電流の活性化における性質で最も顕著であった。CASTが存在するとactivation curve（活性化曲線）が左にシフトし、カルシウムチャネルが過分極側で活性化しやすい状態になることがわかった。一方、in activation curve（不活性化曲線）については影響がみられなかった。したがって、これらの結果は、CASTが、betaサブユニットを介してカルシウムチャネル複合体と相互作用し、その機能発現を制御することを強く示唆する。今後、CASTファミリーメンバーであるELKSとカルシウムチャネル複合体との相互作用とその意義を解析するとともに、CAST/ELKSダブルノックアウトマウスを用いてin vivoにおけるカルシウムチャネルーCAST/ELKSファミリー複合体の生理的意義の解明を目指す。



